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摘 要：从 F+?G7?H 获得大肠杆菌 I4%# JF%"(( 株的全基因组序列，计算了与基因密码子偏好性相关的多个参数

（K,、L1M、FL、FL0C），对其 -NK1 编码区长度、形成二级结构倾向与密码子偏好性之间的关系进行了统计学分析，发

现虽然翻译效率（包括翻译速度和翻译精度）是制约大肠杆菌高表达基因的密码子偏好性的主要因素，同时，-NK1
编码区长度及其形成二级结构的倾向也是形成这种偏好性的不可忽略的原因，而且对偏好性有一定程度的削弱。

另外对 -NK1 编码区形成二级结构倾向的生物学意义进行了讨论分析。
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大 肠 杆 菌 的 密 码 子 使 用 具 有 简 并 性（ ,EAE?
A+P+?+/7Q+），即一个氨基酸由两个以上的密码子编

码。但是，大肠杆菌并不是同等地使用每个密码子

来编码氨基酸的，对某一个氨基酸而言，大肠杆菌通

常倾向于更多地使用它所对应的同义密码子中的一

种或数种，而不是均衡地或随机地使用每一种同义

密码子来编码它，即大肠杆菌的密码子使用具有偏

好性（,EAE? ;C7P+ .:7C）。对于密码子具有偏好性的

解释，目前获得较为广泛认可的是“突变4选择平衡”

假说（-;Q7Q:E?4C+3+,Q:E? .737?,+）［%］。它认为，由于选

择压 力 的 存 在，生 物 体 倾 向 于 选 用 最 优 密 码 子

（ERQ:-73 ,EAE?）来编码氨基酸，但由于突变的发生，

仍会有非最优密码子的存在，不同物种的基因组的

密码子偏好情况主要就是在这两个力量的动态平衡

中形成的。

关于选择压力，目前取得较多共识的是对翻译

效率（包括翻译速度和翻译精度）的选择压力，尤其

对高度表达的基因更是如此［#，0］。这个观点认为，不

同的同义密码子在翻译时分别使用不同的 QNK1，而

不同 QNK1 在细胞中的含量是不同的，那些对应着

更高含量 QNK1 的密码子在核糖体中翻译时能用更

短的时间与正确的 QNK1 相匹配，因此提高了翻译

的速度和精度，这些和高含量 QNK1 相匹配的密码

子就是最优密码子。基因的表达水平越高，所受的

对翻译效率的选择压力就越大，因此密码子的偏好

性也就越高；而表达水平较低，则偏好性也相应较

低。因而现在经常把基因的密码子偏好程度作为该

基因的表达水平的标志。但是，对翻译效率的选择

压力，并不是造成密码子偏好性的全部原因，基因的

密码子偏好程度也不是完全和其表达水平有关，已

有工作表明，低偏好性的基因也可以有较高的表达

水平［!］。本文试图对这个问题作更深一步的探讨。

长久以来，对 -NK1 结构的关注主要集中在非

编码区，但近来已有研究认为，-NK1 编码区总体来

讲有较低的自由能，具有形成二级结构的倾向［(，"］。

因此，本文也将讨论 -NK1 编码区的长度、二级结构

倾向以及基因的密码子偏好性之间的关系。

% 材料和方法

%&% 材料

从 F+?G7?H 取得大肠杆菌 I4%# JF%"(( 株全基

因组序列（1,,+CC:E? KE@ S$$$’"），从中获得 !#!# 个

编码蛋白质的基因（包括已确认的和假设的），去掉

其中序列不完整的基因和内部含有终止密码子的基

因。为减小小基因中存在随机变异的影响，序列长

度短于 %($ 个核苷酸（?Q）的基因被去掉。计算了剩

余 !%’’ 个基因的密码子偏好性指数 L1M、K,，以及

其它指数 FL、FL0C，所用软件为 ,EAE?T（UEV? W+A+?，

可获得：VQQR：XX,EAE?Y@ CE;/,+ZE/P+ @ ?+QXN+7A-+@ VQ-3）；

统计了每个基因的长度；统计分析所用的软件为
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!"! 密码子适应指数（#$%$& ’%’()*$& *&%+,，#-.）
该指数以一组具高表达水平的基因为参考，测

量某一个基因的密码子偏好情况和这些高表达基因

密码子偏好情况的接近程度，如果一个基因完全使

用高表达基因中所用的密码子，则其 ./0 值为 *。

目前 这 个 指 数 已 被 广 泛 用 来 预 测 基 因 的 表 达 水

平［1］。

!"/ 有 效 密 码 子 数（011+2)*3+ 4567+8 $1 #$%$&，

42）
./0 测量的是某个基因所用的密码子与高表达

基因所用密码子的接近程度。和 ./0 不同，23［4］测

量的是某个基因的密码子偏好程度，如果一个基因

平均使用每一个密码子，则其 23 为 5*，如果一个基

因只使用每组同义密码子中的一个，则其 23 为 6-。

理论上讲，一个具有低 ./0 的基因也可以同时具有

低 23 值，换句话说，该基因具有较强的密码子偏好

性，只不过其偏向的并不是高表达基因所用的密码

子。

!"9 :# 和 :#9;
7. 测量的是基因中 7 和 . 的含量。7.+! 则计

算密码子第三个碱基中出现 7 或 . 的频率。一般

认为这两个因素对基因的密码子选择有重要影响。

!"< 6=4- 编码区二级结构形成倾向

89:; 等［5］的工作表明，包括大肠杆菌在内的许

多生物的 <=2/ 编码区具有较低的自由能，他们据

此认为 <=2/ 编码区有形成二级结构的倾向，这种

结构倾向可能并不是要形成具体的、保守的结构，而

是形成一种非特定位点的结构倾向。本文拟从密码

子偏好性和 <=2/ 编码区长度的角度对这种结构倾

向进行分析。大肠杆菌是共转录翻译的，即在转录

完成前，翻译就已经开始，因此计算 <=2/ 的整体结

构没有意义。在翻译过程中，相邻核糖体间间隔的

<=2/ 核苷酸数大约是 *>-(:，可以想象，在这样长

度的区间里，<=2/ 完全有可能形成局部的二级结

构，而且这种二级结构应该是动态变化的，随着核糖

体的移动，当核糖体接近时，该结构解开，而远离核

糖体的地方又折叠形成新的结构。这里我们以 >-(:
为可能形成局部二级结构的核苷酸长度的近似（以

其它长度 6>(:、*--(:、*6>(: 也可以得到同样的结

果［5］）。因此，以 >-(: 为窗口，沿 <=2/ 编码区滑

动，每次移动 *-(:，对 <=2/ 进行“扫描”，每次移动

截取得到一条 >-(: 的 <=2/ 片段，这样每个 <=2/
可以 获 得 一 系 列 >-(: 的 片 段，用 =2/!:%?3:?%@

A,*［B，*-］软件预测这些片段的二级结构，取最优结构

时的自由能值，对这些自由能值求算术平均，即得到

该 <=2/ >-(: 的平均自由能。我们认为，平均自由

能较低的 <=2/ 形成二级结构的倾向也较强，而平

均自由能高的则有避免或较少形成二级结构的趋

势，因此，本文以平均自由能（C）作为 <=2/ 形成二

级结构强弱的标志来加以分析。

/ 结果

=@’! 等［A］通过分析大肠杆菌全基因组的 ./0 和

表达水平间的关系，将大肠杆菌基因组分为 + 组：组

!基因的 ./0 值范围为：-,+-1 D -,4AB，共 *+B4 个基

因，该组基因有高平均 ./0 值，同时也有高平均表达

水平，这符合人们的通常认识，即高表达的基因所受

的对翻译效率的选择压力越大，因此密码子偏好程

度越高；组"基因的 ./0 值范围为：-,*6+ D -,A-A，

共 6*5A 个基因，有中度的平均 ./0 值和 + 组中最低

的平均表达水平；组#基因的 ./0 值范围为：-,**-
D -,AA*，共 161 个基因，这是最让人出乎意料的，它

有 + 组中最低的平均 ./0 值，但是却有高的平均表

达水平。这是一个很有意义的现象，我们将在本文

中按照这种分类对大肠杆菌全基因组的偏好性等特

征进行分析。

/"! 对 9 组基因的 6=4- 编码区长度与其结构倾

向的方差分析

对 + 组基因的 C 值及 <=2/ 编码区长度进行一

元方差分析。由图 *E/、.、C 可以看出，+ 组基因的

C 值均呈正态分布，对之进行方差齐性检验，发现各

组方差不等（F@G@(@ H:9:’!:’3 为 A1,+>，! I -,-*），因

此分别用 J@K3L［**］、M%$&(EN$%!O:L@［*6］两种方法做方

差分析，两种方法均显示 + 组的 C 值有显著差异

（J@K3L 统计量：B6+,1A+，! I -,-*；M%$&(EN$%!O:L@ 统

计量：**A4,B+B，! I -,-*），进 一 步 用 P9<L9(@ 方

法［*+］做多重比较，结果见表 *。

由图 *EM、Q、N 可以看出，+ 组基因的 <=2/ 编

码区长度均不呈正态分布，对之进行方差齐性检验，

发现各组方差不等（F@G@(@ H:9:’!:’3 为 ++,B-，! I
-,-*），由于方差分析方法对正态分布的要求不严

格［*A，*>］，因此仍分别用 J@K3L、M%$&(EN$%!O:L@ 两种方

法做方差分析，两种方法均显示 + 组的 <=2/ 编码

区长 度 有 显 著 差 异（J@K3L 统 计 量：11,>>5，! I
-,-*；M%$&(EN$%!O:L@ 统计量：14,516，! I -,-*），进一

步用 P9<L9(@ 方法做多重比较，结果见表 *。

对 + 组的 <=2/ 编码区长度与其形成二级结构

5B4 J/27 89( "# $% R S&’#$ ()’*+,)+%+-)’$ .)/)’$（6--5）A5（5）



倾向的方差分析表明，组!和组"的 !"#$ 平均自由

能之间没有显著差异，但组#的 !"#$ 自由能比组

!、组"的要高出很多。而 % 组间的 &’() 编码区

长度均有显著差异，平均长度由大到小依次是组!、

组"、组#（表 *，图 *）。组#是 % 组中最为特殊的，

它的平均长度比另外两组均明显要短，同时它形成

二级结构的倾向也最低；组!和组"形成二级结构

的倾向没有显著差异，同时它们的平均长度虽有差

异，但明显没有与组#的差距大。

图 ! （"、#、$）组!、"、# %&’" 编码区 ()*+ 自由能的分布图；（,、-、.）组!、"、# %&’" 编码区长度的分布图

+,-.* （)，/，0）1,2$3,45$,6# 67 7388 8#83-9 67 !"#$ &’() :6;,#- 38-,6#2 ,# -365< !，" =#; # 382<8:$,>8?9；（@，1，+）1,2$3,45$,6# 67 ?8#-$A 67

&’() :6;,#- 38-,6# ,# -365< !，" =#; # 382<8:$,>8?9.

表 ! 对 / 组基因的 %&’" 编码区长度与其结构倾向的

方差分析
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010 ’2 与各参数的关系

为了了解造成大肠杆菌密码子偏好的原因，对

(: 的负对数作多元逐步回归统计分析（表 P）。对

(: 的负对数而不是直接对 (: 做回归分析仅仅是为

了使结果更为直观：K?-（(:）越大，基因的密码子偏

好程度越高。

表 P 表明，各变量对全基因组及组!的K?-（(:）

变化 的 影 响 程 度 较 高（校 正 的 ’P 分 别 为 "M!O%，

"MN!!），但对组"及组#K?-（(:）变化的影响程度则

很小（校正的 ’P 分别只有 "M%P!，"MPPQ）。对全基因

组和组!、组"而言，在几个变量中对K?-（(:）影响

程度最高的都是 /)G，而其它变量的影响度较低。0
和 ?-（?8#-$A）的影响程度较低，但都达到了统计学显

著性，而且都与其呈负相关。与其它不同的是，在组

#中，对K?-（(:）的影响，H/%2 超过了 /)G，另外，0 及

H/ 造成影响的显著程度未能达到 "M"!。

在各因子中，对大肠杆菌基因密码子偏好性影

响较大的是 /)G，尤其在组!中，/)G 说明了偏好性

的较大部分，这说明，在高表达基因中，影响密码子

偏好状况的主要原因是对翻译效率的要求，但在表

达水平较低的基因中，翻译效率不是影响密码子偏

好状况的主要因素，另外，&’() 编码区长度及其形

成二级结构倾向的影响虽然不及翻译效率，但却是

不能忽略的因素，而且从它们与偏好性呈负相关来

ROV王 侃等：大肠杆菌 &’() 编码区长度、形成二级结构倾向与密码子偏好性的关系 . X微生物学报（P""N）QN（N）



看，它们对为满足翻译效率而形成的偏好性有一定

程度的削弱。

表 ! 全基因组及其分为 " 组后的#$%（&’）的多元逐步

回归统计分析

!"#$% & ’($)*+$% $*,%"- -%.-%//*0, 01 2$.（34）*, .%,05%

",6 )7-%% .-0(+

8-0(+ ’06%$ 9%.-%//*0,
40%11*4*%,)/ )2)%/) :

;6<(/)%6
9&

8%,05% =;> ?@A?B C ?@??D DE@BDA F ?@?G ?@BHI
8=I/ ?@GJA C ?@?GI GI@D?E F ?@?G
8= K ?@AIA C ?@?IA K G&@DI? F ?@?G
L K ?@??E C ?@??G K GG@GAD F ?@?G

$.（$%,.)7） K ?@??J C ?@??& K I@IJH F ?@?G
8-0(+ > =;> ?@AIJ C ?@??H B?@?E& F ?@?G ?@DBB

8=I/ ?@GHI C ?@?GD G&@A&& F ?@?G
L K ?@??A C ?@??G K B@?AJ F ?@?G

$.（$%,.)7） K ?@?GI C ?@??I K A@GAB F ?@?G
8-0(+ ! =;> ?@A?B C ?@?GH &G@DEG F ?@?G ?@I&B

8=I/ ?@&II C ?@?GJ GI@DID F ?@?G
L K ?@??E C ?@??G K E@AGG F ?@?G
8= K ?@&BD C ?@?AD K B@BIE F ?@?G

$.（$%,.)7） K ?@&BD C ?@??I K &@IIG F ?@?B
8-0(+ " 8=I/ K ?@&JJ C ?@?&I K G&@?H& F ?@?G ?@&&A

$.（$%,.)7） K ?@?A? C ?@??D K D@J&? F ?@?G
=;> ?@&GH C ?@?IJ B@HJI F ?@?G

L：’%",/ 01 1-%% %,%-.M；$.（$%,.)7）：N0."-*)75 01 $%,.)7O

!(" )*&+ 编码区长度与其形成二级结构倾向的

关系

对 593; 编码区长度及其 B?,) 平均自由能进

行相关分析，发现二者之间呈现出弱负相关：:%"-/0,
相关，! P K ?@&IH，" F ?@?G；Q+%"-5", 相关，# P K
?@&I&，" F ?@?G。说明当编码区长度较长时，其 B?,)
平均自由能较低，即其形成二级结构的倾向较强。

R")S 及其合作者的工作表明［D］，593; 编码区具有

形成非特定位点的遍布 593; 编码区的二级结构倾

向，这种倾向虽不强，但有较高的统计学显著性。

根据当前的研究，593; 的降解可能主要是由

核糖核酸酶 L 起始的，其具体的机制目前尚不清

楚，一般认为核糖核酸酶 L 的切割发生在某些具有

特殊序列特征的位点［GD］。我们认为，593; 编码区

形成局部的二级结构有助于掩蔽核糖核酸酶 L 作

用的 位 点，降 低 593; 被 过 早 降 解 的 可 能，尤 其

593; 长度越长，其暴露在核糖核酸酶 L 下，遭受其

攻击的可能性越大，越需要形成局部的二级结构。

有研究表明，在室温下一个单链 593; 的寿命只有

?@G5/，但形成发夹后其寿命则可以延长到 G?/［GJ］。

但这种二级结构又不能太强，否则会影响核糖体翻

译的进行，这也可以解释为何 593; 编码区长度与

其形成二级结构的倾向二者之间的相关性不强。局

部二级结构的形成应当是既能阻止 L 酶对靶点的

识别、攻击，但又不影响核糖体的正常阅读、翻译。

" 讨论

同义密码子偏好是在复杂因子作用下形成的，

对翻译效率的适应是其中一个重要的因子，组#的

基因就是这一观点的明证，在这类基因中，=;> 和表

达水平的变化是相一致的，高表达水平对应着高的

=;> 值，而且 =;> 的变化说明了 34 变化的相当大一

部分，表明在这些基因中密码子的偏好主要是在对

翻译效率的选择压力下形成的。但组"则不同，这

类基因有 I 组中最低的平均 =;> 值，却有着高的表

达水平，而且 =;> 对 34 的说明度较低。组!的情

况则介于这二者之间。这些结果均说明，在大肠杆

菌基因组中，对翻译效率的适应并不是造成其密码

子偏好分布的唯一原因，尤其在组"中，也许突变偏

好或是其它尚未发现的因素才是其密码子偏好形成

的主要原因。

基因的转录和翻译是个复杂的过程，当转录形

成 593; 开始，它就受着被降解的威胁，如何在翻译

完成前避免被过早降解掉，这对基因也是一个重要

的选择压力。阻止核糖核酸酶 L 的识别与攻击是

防止 593; 被过早降解的方法之一。前边我们已经

提到，单链 593; 的寿命比发夹状态下 593; 的寿

命要明显短很多，再结合 59’; 编码区有较低自由

能的证据，可以合理地推测当 59’; 进行翻译期

时，在核糖体之间的 593; 片段（即未受核糖体保护

的部分）正是通过形成局部的、较弱的二级结构来避

免被过早降解的。尤其越长的 593;，越需要形成

这样的二级结构来防止被过早降解，在 593; 编码

区长度和形成二级结构倾向之间存在着一定程度的

负相关对此是一个旁证。

这样对形成二级结构的要求势必将影响到同义

密码子的选择，即选择那些更加容易形成一定二级

结构的密码子。593; 编码区长度和形成二级结构

倾向确实影响了大肠杆菌密码子偏好的一部分，虽

然影响度不高，但却是不能忽略的。对此我们认为，

施加在大肠杆菌上的选择压力是一个交织的、错综

复杂的（有时甚至可能是相矛盾的）压力网络，对比

593; 编码区长度和形成二级结构的倾向，对翻译

效率的选择是一个更加强大的压力，因此一般情况

下大肠杆菌的密码子选择首先要满足后者，然后才

及其它。
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